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Одной из ключевых функций живых клеток является поддержание осмотического 
равновесия с окружающей средой. В условиях снижения осмолярности среды
происходит немедленное набухание клеток для выравнивания осмотического давления
между цитоплазмой и внеклеточной жидкостью. После фазы набухания объем
эритроцитов большинства представителей позвоночных, за исключением
млекопитающих начинает снижаться за счет активации токов ионов через
специфические каналы клеточной мембраны. Подобное реакция получила название
регуляторного снижения объема (RVD) [1, 2]. Показано, что характер протекания RVD
в эритроцитах низших позвоночных зависит от наличия кислорода в среде. Механизм,
лежащий в основе кислород-зависимой регуляции активности ионных каналов
мембраны эритроцитов, в настоящее время не установлен. У высших позвоночных,
современная концепция влияния кислорода на внутриклеточные процессы в
эритроцитов предполагает, что роль регулятора и передатчика сигнала на системы
мембранного транспорта может играть мембрано-связанный гемоглобин (Hb) [3].
В настоящей работе мы исследовали зависимость реакции RVD и показателя
осмотической стойкости эритроцитов золотого карася, Carassius carassius, от
конформационного состояния гемоглобина. 
В работе использовались взрослые особи золотого карася, Carassius carassius, (n=12) 
обоих полов. Кровь отбирали из хвостовой вены гепаринизированным шприцем и
разбавляли средой состава (в мМ): NaCl, 128; KCl, 3; CaCl2, 1.5; MgCl2, 1.5; HEPES, 15;
D-глюкоза, 2.2 (рН=7.8, осмолярность 260 мОсм л-1), и проводили троекратную отмывку
центрифугированием (центрифуга CM-50, Elmi, Латвия; 500 g, 5 мин). Осмотическую
стойкость эритроцитов определяли путем серии разбавлений суспензии в диапазоне
осмолярности с 260 до 45 мОсм л-1. Осмолярность среды контролировали на
криоскопическом осмометре Osmomat 030 (Gonotec, Germany). Для индукции реакции
RVD в эритроцитах, осмолярность среды снижали с 260 до 113 мОсм л-1 путем
добавления дистиллированной воды к суспензии клеток. Изменения объема
эритроцитов записывали в течение 125 мин. Деоксигенацию гемоглобина индуцировали
путем барботажа буферного раствора аргоновым газом (100% Ar2) до момента внесения клеток. Реоксигенация гемоглобина кислородом в эритроцитах, инкубированных в
гипоксии в течение 55 мин, проводили в естественных условиях нахождения суспензии
кислородом воздуха. Содержание кислорода контролировали с помощью кислородного
датчика mini-Oksik 3 («Аналитика-Сервис») в гипоксическои камере (Billups 
Rothenberg), спектры Hb контролировали в диапазоне сканирования 300-700 нм.
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Метгемоглобинемию индуцировали путем инкубации клеток с трет-бутиловым спиртом
(1 мМ, 5 мин). Для регистрации изменений объема эритроцитов и процента гемолиза
клеток использовали метод лазерной дифракции. Осмотическую резистентность
эритроцитов оценивали путем расчета показателя лизиса 50 % эритроцитов в суспензии
- Osm50. 
В оксигенированных эритроцитах концентрация оксигемоглобина составляла
96.4±3.7 % от общего Hb, доля метгемоглобина не превышала 1 %. Инкубация клеток в
гипоксической среде приводила к переходу большей части Hb в деоксигенированную
форму (96.5±2.7 %) без изменений в количестве метгемоглобина. Естественная 
реоксигенация гипоксических клеток восстановила количество оксигемоглобина до
значений нормоксии. Инкубация клеток с третбутилом привела к быстрому окислению
Hb до метгемоглобина (48.4±1.8 %) с образованием деоксигемоглобина (41.3±2.3 %). У 
оксигенированных клеток величина Osm50 (69.0±3.2 мОсм л-1) была более чем в 3 раза
ниже, чем осмолярность плазмы крови (268±4.5 мОсм л-1). Деоксигенация гемоглобина
и последующий цикл реоксигенации не оказывали влияния на осмотическую стойкость
эритроцитов. Индуцированная метгемоглобинемия, в свою очередь, достоверно
снижала стабильность мембран эритроцитов - величина Osm50 составила 111.6±1.6 мОсм л-1.
Снижение осмолярности среды с 260 мОсм л-1 (физиологическая осмолярность) до
113 мОсм л-1 (гипоосмотический шок) инициировало увеличение объема
оксигенированных эритроцитов C. carassius на 29 %. Спустя 5 мин инкубации клетки
начинали восстанавливать свой исходный объем, осуществляя компенсаторное
снижение объема, RVD (<1% различий), которое завершилось в течение 125 мин. У 
деоксигенированных клеток снижение осмолярности среды вызвало набухание, 
аналогично эритроцитам, находящимся в условиях нормоксии. Однако дальнейшего 
изменения объема не происходило. В течение экспериментального периода объем
эритроцитов оставался увеличенным, клетки не проявляли реакцию RVD. Естественное
насыщение Hb кислородом (реоксигенация) инициировало процесс восстановления 
объема эритроцитов C. carassius. При этом динамика реакции RVD у
реоксигенированных клеток была аналогичной эритроцитам, находящимся в условиях
нормоксии. У окисленных клеток гипоосмотческая стимуляция вызывала достоверно 
меньшее увеличение объема. Реакция RVD у клеток с высоким содержанием
метгемоглобина отсутствовала в течение всего экспериментального периода. 
Работа выполнена в рамках выполнения государственного задания ФГБУН ИМБИ
(тема № 0828-2018-0003) и государственного задания ФГБУН ИЭФБ (тема № АААА-
А18-118012290371-3).
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